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【要約】 
 
 
 
 
 
 
 
 
CD69hi tissue-resident memory CD4+ T cells facilitate chronic airway 
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【目的】 
 
気管支喘息の病態形成において T 細胞が中心的な役割を果たすことが知られており、
当研究室ではこれまで記憶型 Th2 細胞が慢性気道炎症の病態形成に重要であると報
告してきた。 
現在、記憶型 T 細胞にはエフェクター記憶型 T 細胞、セントラル記憶型 T 細胞、組
織常在性記憶型 T 細胞の 3 つのサブセットが知られており、このうち組織常在性記
憶型 T 細胞が気管支喘息を含む末梢組織における炎症性疾患の病態形成に深く関与
していることが報告されている。 
 
組織常在性記憶型T細胞は主にCD69とCD103を発現し特定の組織に留まり循環を
しないことが知られている。CD69 は組織常在性記憶型 T 細胞におけるマーカーとし
て広く知られているが、未だ組織常在性記憶型 T 細胞における CD69 の機能は明ら
かになっていない。 
 
HDM は世界中の室内環境に広く存在する通年性のダニ抗原であり、アレルギー性炎
症疾患を引き起こすことが知られている。 
主要なダニとしてコナヒョウヒダニとヤケヒョウヒダニの 2 種類が知られている。こ
の二つのダニに含まれるタンパクには交差性があることが知られているが、HDM の
研究はヤケヒョウヒダニを用いた実験がほとんどでありコナヒョウヒダニを用いた
実験はわずかである。 
そこで、本研究では組織常在性記憶型 T 細胞における CD69 の機能を明らかにする
ことを目的として、コナヒョウヒダニ由来の HDM 抗原を用いて喘息誘導モデルを作
成し実験を行った。 
 
【方法】 
 
HDM 抗原投与後のマウスの気道炎症を評価した。この研究では、CD69KO マウス、
Thy1.1 マウスおよび Thy1.2 マウスを用いマウスの並体結合の実験を行い CD69 の
常在性への寄与について着目し解析を行った。 
 
【結果・考察】 
 
まず我々はPBSまたはHDM 1回50マイクログラムを野生型マウスへ、3日間連続、
3 週に渡って経鼻投与した。最後の HDM の投与から 3 週間経過したのちに抗 CD4
抗体を尾静脈投与することで末梢血中の CD4+ T 細胞を染色したのち肺を回収し、フ
ローサイトメトリーを用いて解析した。 
尾静脈投与された抗 CD4 抗体により染色された循環型の CD4+ T 細胞と、同抗体に
より染色されなかった、肺の組織内部に留まっていた CD4+ T 細胞(組織常在性 CD4+ 
T細胞)を染色し分けた。肺の組織常在性CD4+ T細胞はPBS投与群と比較してHDM
投与群で割合、細胞数共に有意に増加していた。  
これらのことよりHDMの経鼻投与は肺の組織常在性CD4+ T細胞を誘導したことが
示唆された。 
 
次に、これら肺の組織常在性 CD4+ T 細胞の局在について明らかにするため蛍光免疫
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染色法を用いて解析を行った。誘導性気管支関連リンパ組織(iBALT)に特徴的な細胞
表面マーカーでマウスの肺を染色したところ、MHC class Ⅱで示された B 細胞や樹
状細胞を含む抗原提示細胞、CD11c で示される樹状細胞が iBALT に認められた。ま
た、iBALT には B220 で示された B 細胞領域、CD3 で示された T 細胞領域に分かれ
るものもあり濾胞樹状細胞のマーカーである CD21 の発現も認められた。単位面積
当たりの CD4+ T 細胞数は非リンパ関連領域に比べて、iBALT に有意に増加してい
ることが示された。この結果から肺の組織常在性 CD4+ T 細胞は iBALT に集積して
いる可能性が示唆された。 
 
次にこの組織常在性 CD4+ T 細胞が存在することでその後の肺の炎症にどのような
影響を与えるかを評価するために、組織常在性 CD4+ T 細胞が肺に誘導されたのち
HDM を再投与することで誘導される肺の炎症を解析した。 
野生型マウスにまず、最初の 3 週に PBS を投与する群と HDM を暴露する群の 2 群
に分け 
さらにそれぞれについて、後半に PBS を投与する群と HDM を暴露する群に分け計
4 群で解析を行った。HDM の再投与のみを行なった群と比較して HDM の初期投与
と再投与を行なった群では好酸球、好中球、総細胞数が有意に増加していた。気道過
敏性の解析では、HDM の初期投与と再投与を行なった群は他の群と比較して気道過
敏性が有意に上昇していた。このことから組織常在性 CD4+ T 細胞が肺の炎症に関与
している可能性が示唆された。 
 
次に、組織常在性 CD4+ T 細胞以外の CD4+ T 細胞による肺の炎症への影響も考えら
れらたため、それらの細胞による肺の炎症への影響を評価した。FTY720 はリンパ球
の血管内への遊走に必要なスフィンゴシン 1-リン酸受容体 1 型(S1P1 受容体)の機能
を阻害することでリンパ球の血中への遊走を阻害する薬剤であり、FTY720 を用いる
ことによってリンパ節からリンパ管や組織中へエフェクター記憶型 T 細胞を含めた
リンパ球が遊走できなくなるので、組織常在性 CD4+ T 細胞特異的な影響を解析する
ことが可能である。HDM の投与を行なったのちに PBS を腹腔内投与した群もしく
はFTY720を腹腔内投与した群に分け末梢血中に占めるCD4+ T細胞の割合を解析し
た。腹腔内投与をまだ行っていない解析日の 15 日前では 2 群間に有意な差は認めら
れなかったが、解析日の 14 日前からの継続的な投与により FTY720 投与群では末梢
血中の CD4+ T 細胞の割合は、PBS 腹腔内投与群と比較して、著明に減少した。一
方で、肺の組織常在性 CD4+ T 細胞数は PBS 投与群と FTY720 投与群で有意な差は
認められなかった。 
次に、循環型の CD4+ T 細胞の肺炎症に対する影響を評価するために肺にいる CD4+ 
T 細胞のほとんどが組織常在性 CD4+ T 細胞であるときと、循環型と組織常在性の両
方が存在する時では肺の炎症にどのような違いが出るか検討した。HDM の再投与に
より肺に炎症を起こしたマウスを PBS 腹腔内投与群と FTY720 腹腔内投与群に分け、
肺胞洗浄液中への浸潤細胞数を解析した。FTY720 投与群は、PBS 投与群に比べ、
減少傾向が認められたが有意な差は認められなかった。気道過敏性の解析では、肺に
炎症が誘導されていない PBS 経鼻投与群と比較して、HDM 経鼻投与ののち PBS ま
たは FTY720 を腹腔内投与した群ではいずれも気道過敏性が上昇したが、この 2 群
間では有意な差は認められなかった。これらのことから組織常在性 CD4+ T 細胞が肺
の炎症に大きく寄与している可能性が示唆された。 
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次に、組織常在性記憶型 CD4+ T 細胞のマーカーである CD69 は、炎症誘導に関与し
ているのかを検討するために、野生型マウスと CD69 欠損マウスに対して、これま
でと同様の系を用いて肺に組織常在性 CD4+ T 細胞を誘導した。 
野生型マウスと CD69 欠損マウスの肺胞洗浄液中への浸潤細胞数を解析したところ、
HDM投与した野生型マウスと比較してHDM投与したCD69欠損マウスでは肺胞洗
浄液中へ浸潤した好中球、総細胞数が有意に低下した。気道過敏性の解析では HDM
を投与した CD69 欠損マウスは気道過敏性が上昇しなかった。以上のことから組織
常在性 T 細胞のマーカーである CD69 を欠損させると HDM の投与による肺の炎症
が減弱される可能性が示唆された。 
 
次に組織常在性CD4+ T細胞の炎症部位への常在性に対するCD69の関与の有無を解
析するために並体結合を行った。並体結合はマウスの側腹に切開を入れたのち二匹の
個体同士を結合する手術のことである。二匹のマウスには傷が修復する過程で循環系
に繋がりができ、その際にリンパ球を含む血液の交換が起こり循環型の細胞は交流す
るが、組織常在性の細胞は組織から動かないという現象が見られる。PBS を経鼻投
与した Thy1.1 野生型マウスと HDM を経鼻投与した Thy1.2 野生型マウスもしくは
CD69 欠損マウスで並体結合を行った。HDM を経鼻投与し組織常在性 CD4+ T 細胞
を誘導したのち並体結合を行い、1 週間以上経過したあとフローサイトメトリーで解
析を行った。 
PBS を経鼻投与した野生型マウスと HDM を経鼻投与した野生型マウスの並体結合
の組み、および PBS を経鼻投与した野生型マウスと HDM を経鼻投与した CD69 欠
損マウスの並体結合の組みを比較した。HDM を経鼻投与した野生型マウスに比べ、
CD69 欠損マウスでは組織常在性 CD4+ T 細胞の割合が有意に低下していた。次に、
これらのマウスと結合された Thy1.1 マウスの肺における組織常在性 CD4+ T 細胞に
ついて解析した。PBS を経鼻投与した Thy1.1 野生型マウスにおけるホスト由来の
Thy1.1 組織常在性 CD4+ T 細胞と結合相手由来の Thy1.2 組織常在性 CD4+ T 細胞の
割合を評価した。Thy1.2 野生型マウスと結合された Thy1.1 マウスにおいては、組
織常在性 CD4+ T 細胞中には Thy1.2 細胞が認められなかったが、Thy1.2CD69 欠損
マウスと結合された Thy1.1 マウスにおいては、組織常在性 CD4+ T 細胞中に Thy1.2
細胞を認め、Thy1.2 陽性の細胞の割合が有意に増加していることが示された。これ
らのことから CD69 欠損マウス由来の細胞は組織常在性が低下した結果、交流した
循環系を通って並体結合した相手の組織中に移行した可能性が示唆された。 
 
【結論】 
 
今回の実験では組織常在性CD4+ T細胞およびCD69が気道炎症の誘導に関与してい
ること、 
また組織常在性記憶型CD4+ T細胞のマーカーとして知られているCD69が組織常在
性 CD4+ T 細胞の常在性に寄与している可能性が示唆された。この研究が進めば、今
後CD69を発現した組織常在性CD4+ T細胞は喘息治療の重要なターゲットとなる可
能性がある。 
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